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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Quanti- 
fizierung von Methangas-Bakterien. 

Organisches Material wird unter LuftabschluB 
und bei Anwesenheit einer geeigneten Mikroflora 
zu Methangas umgewandelt. Dabei wird das Mate- 
rial in einem mehrstufigen Abbau zuerst hydroly- 
siert (Hydrolyse-Phase), dann zu organischen Sau- 
ren vergoren (Verssiuerungs-Phase), dutch aceto- 
gene Bakterien zu motekularem Wasserstoff und 
Kohiendioxid umgewandelt (acetogene Phase) und 
dann durch methanogene Bakterien (Methangas- 
Bakterien) zu Methangas umgewandelt 
(methanogene Phase). Diese Reaktionskette kann 
nur dann effizient ablaufen, wenn sich In der Bakte- 
rienmischpopulation genUgend Methangas-Bakte- 
rien befinden und vermehren kdnnen. Andernfalls 
wird durch die einzelnen Zwischenprodukte der 
gesamte AbbauprozeB gehemmt. 

Dieser Abbauweg findet in der Natur uberail 
dort statt, wo organisches Material unter Luftab- 
schluB abgebaut wird. also in SUmpfen und Tei- 
chen. in eutrophierten Gewdssern. auf dem Grund 
der Ozeane und in den Verdauungstrakten von 
Mensch und Tier. In den sogenannten Biogasreak- 
toren (Fermentoren) wird er dazu genutzt, organi- 
schen Abfall aus der AbwasserklSrung, der indu- 
striellen und der landwirtschafttichen Produktlon in 
nutzbares Methangas umzuwandeln. 

Es ist bekannt, daB Methangas-Bakterien bei 
Kurzzeitbestrahlung eine Autofluoreszenz aufwei- 
sen. Diese Ruoreszenz wird durch den Faktor F420 
(Flavin F420) hervorgerufen. einem Flavin- 
Mononukleotid-Analog (vgl. S.M. Stronach et al, 
Anaerobic Digestion Processes in Industrial Waste 
Water Treatment, Springer-Verlag, Berlin, 1986). 
Das charakteristlsche Lichtabsorptions-und Fluores- 
zenzspektrum dieser Substanz (vgl. Figur la und 
1b) ermSglicht es. diese Bakterien unter dem Fluo- 
reszenzmikroskop nachzuwelsen; eine mikroskopl- 
sche Quantifizierung oder Auszahlen in einer Zahl- 
kammer ist aber nicht mdglich, da der Farbstoff 
durch die Lichtabsorption innerhalb von Sekunden 
zerstfirt wird und die Bakterien Ihre Fluoreszenz 
verlieren. 

Die Konzentrationsbestrmmung von F420 in 
Faulschl9mmen zur Bestimmung der methanoge- 
nen Aktivitdt ist bekannt: das Verfahren setzt aber 
voraus, daB das Fi2o aus dem Faulschlamm extra- 
hiert, vorgereinigt und dann fluorimetrisch vermes- 
sen wird. B.W. Reuter et al (J. Biotechn. 4 (1986) 
325-332) beschreiben die in vivo Messung der F 
420-Fluoreszenz in Kulturen von Methanobakterium- 
thermoautotrofikum mittels Laser-Spektroskopie 
ohne vorausgehende zeitaufwendige Extraktions- 
verfahren; diese Messungen sind aber wegen Ihrer 
StdranfMlligkeit auf Reinkulturen von methanogenen 



Bakterien beschrankt und ermoglichen keine Quan- 
tifizierung dieser Bakterien in den in Anspruch 3 
beschrlebenen Aniagen. Zur Beziehung Methanbil- 
dung und F42o-Gehalt vgl. auch J. Dolfing und J.- 

5 W. Mulder. Appl. Environ. Microbiol. 49 (1985) 
1142-1145. Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist 
es, eine rasche, sichere und einfache Methode zur 
Quantifizierung von Methangas produzierenden 
Bakterien bei anaeroben Abbau prozessen bereitzu- 

10 stellen, die sich insbesondere auch gut zur Kontrol- 
le und Steuerung der MethangasbildungskapazitSt 
von Biogasreaktoren eignet. Diese Aufgabe wird 
mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gelost. 
Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 

75 Quantifizierung von Methangas-Bakterien, insbe- 
sondere zur Kontrolle der Methangasbildungskapa- 
zitat von Reaktoren mit methanogenen Bakterien. 
das dadurch gekennzeichnet ist, daB man eine 
representative Probe etnes die Methangas-Bakte- 

20 rien enthaltenden Mediums wShrend hochstens ei- 
ner Sekunde einer Kurzzeitbestrahlung von Licht 
der Welleniange 395 bis 440 nm aussetzt und die 
hierdurch angeregte Fluoreszenz durchfluBzytome- 
trlsch bestimmt. 

25 FUr eine gut brauchbare Quantifizierung und 

zur Bestimmung des prozentualen Anteils von 
Methangas-Bakterien an den Gesamtbakterien ist 
es zweckmSBig, neben den Methangas-Bakterien 
auch die Gesamtmenge der Mikroorganismen mit- 

30 zubestimmen. Dies kann gleichzeitig geschehen 
durch Messung der Lichtstreuung, die allerdings 
auBer den Mikroorganismen auch andere feine Par- 
tikel erfaBt. oder durch AnfSrbung der DNS der 
Mikroorganismen. wobei dann die beiden Farbsi- 

36 gnale gleichzeitig bestimmt werden. Streulichtbe- 
stimmung und AnfSrbung Uber die DNS kdnnen 
auch parallel durchgefUhrt werden. wodurch sich 
die Genauigkeit welter steigern laBt. 

In einer zweckmaBlgen AusfUhrungsform des 

40 erfindungsgemSBen Verfahrens wird deshalb auch 
die Gesamtmenge der vorhandenen Mikroorganis- 
men durch Streullchtmessung und/oder Anfsirbung 
der DNS bestimmt. 

Zur Vorbereitung fGr die DurchfluBzytometrie 

45 sind die Proben von st5renden Begleitstoffen zu 
befreien und gegebenenfalls auf geeignete Weise 
vorzubehandeln. Dies kann auf eine hierfUr allge- 
mein bekannte Weise erfolgen; in der Regel ge- 
nUgt eine RItration; so kdnnen zum Beispiel 

50 Faulschlammproben aus den FaultOrmen einer kon- 
ventionell gebauten Biogasanlage fUr die Reinigung 
kommunaler Abw^sser Uber Papierfilter abfiltriert 
werden und das RItrat ohne weitere Aufart>eitung 
im Zytometer vermessen werden. 

55 Die DurchfluBzytometrie (Laser-DurchfluBzyto- 

metrie; Flow Cytometry FCM) ist eine allgemein 
bekannte und hSufig verwendete Methode zur Ana- 
lyse von Zellen jeglicher Art, wobei mehrere Para- 
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meter, wie DNA, RNA und Proteingehalt, Immuno- 
fluoreszenz. Zellgr&Be und Zellform gletchzeitig 
vermessen warden konnen (vgl. z.B. Bio / Techno- 
logy, 3 (1985) 337-356; Rrmenprospekt 
"Zytometrle" der Firma Orpegen, Heidel- 5 
berg;Firmenprospekt der Skatron A/S, N-3401 Uer). 
Die Auswahl der fOr das erfindungsgemSBe Verfah- 
ren verwendeten verfahrensmaBigen und apparati- 
ven AusfUhrungsformen richtet sich deshaib insbe- 
sondere nach der spezifischen zu untersuchenden io 
Probe, nach der Probevorbereitung und nach den 
VerfahrensmaBnahmen. Zur gleichzeitigen Mes- 
sung der Lichtstreuung und/oder Anfarbung der 
DNS eignet sich zum Belspiel sehr gut ein Skatron- 
DurchfluBzytometer. In der europSischen Patentan- 75 
nr^eldung 89 105 555.0 (EP-A-338 281) wird die 
DurchfluBzytometrie zur Oberwachung von im Be- 
lebtschlamm einer KISrantage hSLufig auftretenden 
MIkroorganismen venwendet; soweit sich die Ver- 
fahrensmaBnahmen und apparative Ausgestaltun- 20 
gen dieses Verfahrens auf das Verfahren der vorlie- 
genden Anmeldung Ubertragen lassen, sind sie Be- 
standteil dieser Beschreibung. 

In einer AusfOhrungsform des erfindungsgemS- 
Ben Verfahrens werden die Bakterien in einer Su- 25 
sponsion durch eIn blaues Anregungslicht bestrahit, 
das von einer Quecksilberdampflampe ausgeht und 
im Bereich von 395 bis 440 nm gefiltert ist. Simul- 
tan werden durch zwei Photomultipiier Streulicht 
und von den Bakterien ausgehendes Fluoreszenz- 30 
licht, das im Bereich von 470 nm gefiltert ist, 
gemessen und diese Signale durch einen Compu- 
ter analysiert. Die Bakterien werden nur fUr Sekun- 
denbruchteile dem Anregungslicht ausgesetzt, so 
daB die Photolyse des F420 ausgeschlossen ist. 35 
Diese IVIeBanordnung erm<5glicht es, s£imtliche 
Bakterien Uber das Streulicht zu vermessen und 
die Methangas-Bakterien Qber das zusStzliche 
Fluoreszenzlicht quantitativ zu erfassen. 

MIt dem erfindungsgemSBen Verfahren ist es 40 
also mdglich. eine genaue, rasche und einfache 
Quantifizierung von Methangas- Bakterien Uber ihre 
Eigenfluoreszenz in situ, z.B. in Faulschl3mmen, 
vorzunehmen, also ohne die mit den bisher be- 
kannten Verfahren verbundenen Nachteile, wie z.B. 45 
der Extraktion. Insbesondere ist es mit dem erfin- 
dungsgemSBen Verfahren mdglich, auf schnelle 
und einfache Art das Abbaupotential von Faulgemi- 
schen im allgemeinen und die LeistungsfShigkeit 
von Reaktoren mit methanogenen Bakterien im be- so 
sonderen zu beurteilen. Es ist weiterhin moglich, 
durch eine vollautomatische und on-line geschalte- 
te MeBstation die Biogasanlage kontinuierlich zu 
kontroltieren und zu steuem. Gegenstand der Erfin- 
dung ist deshaib auch die Verwendung des erfin- 55 
dungsgemSBen Verfahrens zur Kontrolle und 
Steuerung von Reaktoren mit methanogenen Bak- 
terien, die Uber die Konzentration von Methangas- 



Bakterien erfolgt Eine solche Kontrolle und Steue- 
rung ISBt sich auch vollautomatisch durchfUhren. 
Daher betrifft die Erfindung insbesondere auch die 
Venvendung des erfindungsgemSBen Verfahrens 
zur automatischen Steuerung von Aniagen mit Me- 
thangasbakterien, bei der in einer auf der Durch- 
fluBzytometrie beruhenden MeBwerterfassungsstel- 
le die Konzentration der Methangasbakterien be- 
stimmt und als RegelgroBe fUr die Steuerung der 
Aniage, z.B. Uber Regelung von Pumpen oder Hei- 
zelementen, genutzt wird. Unter dem Begriff 
"Reaktoren mit methanogenen Bakterien" werden 
im Rahmen der Erfindung samtliche Aniagen ver- 
standen, die mit methanogenen Bakterien betrieben 
werden. Hierunter fallen z.B. s3mtliche Biogasreak- 
toren, Fermenter, FaulbehSlter oder FaultUrme, die 
zur Beseitigung festen oder flUssigen Abfalls die- 
nen oder die zur Herstellung von Methangas aus- 
gelegt sind. 

Daneben eignet sich das erfindungsgemSBe 
Verfahren aber zum Beispiel auch zur qualitativen 
und quantitativen Bestimmung (Quantifizierung) von 
Methangas-Bakterlen und deren prozentualem An- 
teil in Proben aus dem tierischen und menschli- 
chen Verdauungstrakt, wodurch es eine wertvolle 
veterinSr- und humanmedizinische Untersuchungs- 
methode fUr diagnostische und auch therapeuti- 
sche Zwecke darstellt, und zur Kontrolle und Beur- 
teilung von natUrlich auftretenden Faulungsprozes- 
sen von Okosystemen. wie z.B. des Eutrophie- 
rungsgrades eines GewSssers. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist deshaib 
auch die Verwendung des erfindungsgemSBen Ver- 
fahrens zur Bestimmung von Methangas-Bakterien 
im tierischen und menschlichen Verdauungstrakt 
und zur Kontrolle und Beurteilung von natUrlich 
auftretenden Faulungsprozessen von Okosystemen. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfin- 
dung nun naher eriautern, ohne sie darauf zu be- 
schrSnken. 

Belspiel 1 

Messung einer Reinkultur von Methangas-Bakterien 

Methanogene Bakterien der Spezies Methano- 
coccus vinelandii wurden in Reinkultur bis zu einer 
Dichte von 2,7 x 10^ pro ml angezogen und dann 
im DurchfluBzytometer vermessen. 

Die Rgur 2A. B und C zeigt die Vermessung 
einer Reinkultur von Methanococcus vinelandii mit 
dem DurchfluBzytometer. 

A: Jeder Punkt entspricht einem gemessen Bak- 
terium; zu jedem Bakterium wurde nach Anre- 
gung mit Blaulicht im Bereich von 395 bis 440 
nm das Gesamtstreulicht und das 470 nm-Fluo- 
reszenzlicht vermessen. 
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\ B: Auftragung des linearen Streulichtanteils ge- 

gen die HMufigkeit der Messungen; 
C: Auftragung des linearen Fluoreszenzsignals 
gegen die HMufigkeit der Messungen; LIN SCT 
bedeutet die lineare StreulichtintensitSt; LIN FL1 
bedeutet die lineare Fluoreszenzlichtintensitat. 
Die Figur 2D zeigt die Auswertung von Figur 
2C: der Pfeil markiert die FluoreszenzintensitSt, von 
der an Partikel als fluoreszent eingestuft werden. 
Daraus ergibt sich ein Anteil von Fluoreszenzbakte- 
rlen von 94,22 %. 

Wie aus der Auswertung des Histogramms der 
Fluoreszenzintensitat gegen die Signalti^uflgkeit 
aus Rgur 2D hervorgeht, zeigen also 94 % der 100 
000 Streulicht abgebenden Partikel ein deutliches 
Ftuoreszenzsignal. Zur Kontrolle wurde die gleiche 
Bakteriensuspenslon eine Stunde Im Abstand von 5 
cm dem Licht einer 100 W starken Quecksilber- 
dampflampe ausgesetzt. wobel das Flavin photoly- 
siert wird. Diese Suspension wurde erneut im Zyto- 
meter vermessen: die Figur 3A, B und C zeigt die 
Vermessung einer Reinkultur von Bakterien der Art 
Methanococcus vinelandil nach Photolyse des F^2o 
mit Blaulicht; die Rgur 3D zeigt die Auswertung 
von Figur 3C. 

Aus der Figur 3 geht hervor, daB die Bakterien 
das Erregerlicht zwar noch streuen, aber kein Ruo- 
reszenzlicht mehr abgeben. 

Die Rgur 4 zeigt die AbhSingigkeit der gemes- 
senen Fluoreszenzimpulse von der Anzahl der am 
MeBstrahl vorbeigeleiteten Bakterien. und die Rgur 
5 zeigt die AbhSngigkeit der gemessenen Fluores- 
zenzimpulse von der VerdUnnung einer 
Methanococcus-Reinkultur. 

Die Figuren 4 und 5 zeigen, da6 die 
Methangas-Bakterien Ut>er das Fluoreszenzlicht in 
einem breiten VerdUnnungs-und Probendosierungs- 
bereich quantitativ von der MeBanordnung erfaBt 
werden konnen. Nur ab einer durch den MeBstrahl 
gelelteten Bakterienzahl von 6,8 x 10^/Sekunde er- 
faBt die MeBanordnung nicht mehr alle Methangas- 
Bakterien. 

Belsplel 2 

Quantifizierung von Methangas-Bakterien im 
Faulschlamm einer Biogasanlage 

Faulschlammproben aus den FaultUrmen einer 
konventionell gebauten Biogasanlage fUr die Reini- 
gung kommunaler AbwSsser wurden Uber Papierfil- 
ter abfiltriert und das Filtrat ohne weitere Aufarbei- 
tung im Zytometer vermessen. 

Die Rgur 6 zeigt die Vermessung einer gefilter- 
ten Faulschlammprobe aus einem Faulturm der 
Biogasanlage; LIN SCT bedeutet die lineare Streu- 
lichtintensitat und LIN FL1 die lineare Fluoreszenz- 
lichtintensitat Die Rgur 6F zeigt die Auswertung 
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der Figur 6E. 

Wie aus der Figur 6 hervorgeht. lassen sich die 
Methangas-Bakterien durch ihre spezifische Fluo- 
reszenz von den anderen Bakterien, die nur Streu- 

5 licht produzieren, unterscheiden. Dabei kann so- 
wohl ihr prozentualer Anteil an der Bakterienge- 
samtpopulation als auch ihre absolute Zelldichte in 
der Suspension bestimmt werden. Die Auswertung 
erfolgt durch ein Histogramm der Zellhaufigkeit ge- 

10 gen die Fluoreszenzintensitat. wobei sich die 
Methangas-Bakterien sowohl in der linearen als 
auch in der halblogarithmischen Auftragung deut- 
lich von den anderen Bakterien absetzen. Zur Kon- 
trolle wurde die Probe wie in Beispiel 1 durch das 

75 Licht einer Quecksilberdampflampe ausgeblelcht 
und dann erneut vermessen; in dieser Probe sind 
nur noch Partikel mit Streulicht, aber ohne Ruores- 
zenzlichtanteil zu messen. 

Die gleiche Probe wurde nun zehnmal hinter- 

20 einander vermessen und der prozentuale Anteil von 
Methangas-Bakterien an den Gesamtbakterien bei 
jeder Einzelmessung bestimmt Es ergab sich ein 
Durchschnittswert von 3.71 % mit einer Standardab- 
weichung von 0,186. 

25 Eine Kontrolle und Steuerung von Reaktoren 

mit methanogenen Bakterien Uber das erfindungs- 
gem3Be Verfahren kann z.B. auf die folgende Wei- 
se erfolgen: 

Es wird erfindungsgemSB die Konzentration der 
30 Methangas-Bakterien bestimmt, und durch die fol- 
genden MaBnahmen kann ihre Konzentration beein- 
fluBt (konstant gehalten) und damit eine Optimie- 
rung der VergMrung erreicht werden: 

1) Optimierung der physikochemischen Parame- 
35 ter des Reaktors (pH-Wert Uber Kalkzugabe, 

Temperatur Uber Reaktorheizung, Durchmi- 
schung des Faulschlammgemisches Uber die 
entsprechenden Umwalzpumpen); 

2) Abstimmung des Mischverhaltnisses Impf- 
40 schlamm zu eingebrachtem Abfall auf eine opti- 

male Konzentration der Methangas-Bakterien; 
und/oder 

3) Zudosierung von Aktivatoren (z.B. kommer- 
ziell erhSltlicher Polyelektrolyte (z.B. Bio-Klar Al- 

45 gin, Methan-aktiv)) Oder von Trockenbakterien 
der hydrolytischen und saurebildenden Stufe 
der Faulung. 
Die Steuerung und Kontrolle von Aniagen mit 
Methangas-Bakterien ist auch vollautomatisch mdg- 
50 lich, wobei die Konzentration der methanogenen 
Bakterien in einer auf der DurchfluBzytometrie be- 
ruhenden MeBwerterfassungsstelle bestimmt und 
als RegeigrdBe zur Steuerung von Pumpen (z.B. 
zur Zudosierung von Bakterien, Impfschlamm, Sub- 
55 strat Oder Aktivatoren) oder Heizelemente.(zur Opti- 
mierung der Reaktortemperatur) benutzt wird. 
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PatentansprU Che 

1. Verfahren zur Quantifizierung von Methangas- 
Bakterien. insbesondere zur Kontrolle von Me- 
thangasbildungskapazitat von Reaktoren mit 
methanogenen Bakterien. dadurch gekenn- 
zelchnet, daS man eine representative Probe 
eines die Methangas- Bakterien enthaltenden 
Mediums wahrend hochstens einer Sekunde 
einer Kurzzeitbestrahlung von Licht der Wei- 
lenlSnge 395 bis 440 nm aussetzt und die 
hierdurch angeregte Fluoreszenz durclifluBzy- 
tometrisch bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzelchnet, da0 man gletchzei- 
tig die Gesamtmenge der vorhandenen Mikro- 
organismen durch Streuiichtmessung und/oder 
AnfSirbung der DNS bestimmt. 

3. Verwendung des Verfahrens nach einem der 
AnsprUche 1 oder 2 zur KontroUe und Steue- 
rung von Reaktoren mit methanogenen Bakte- 
rien. 

4. Verwendung des Verfahrens nach einem der 
AnsprUche 1 Oder 2 zur Bestimmung von 
Methangas- Bakterien in einer dem tierischen 
Oder menschlichen Verdauungstrakt entnom- 
menen Probe. 
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4. Use of the process according to one of claims 
1 or 2 for the determination of methane gas 
bacteria in a sample taken from the animal or 
human digestive tract. 

5. Use of the process according to one of claims 
1 or 2 for the monitoring and assessment of 
naturally-occurring putrefaction processes and 
ecosystems. 

Revendlcatlons 

1. Proc6d4 de determination quantitative des bac- 
t^ries productrices de methane, en particulier 
pour le contrdle de ia capacity de formation de 
methane des r^acteurs h bact^ries m^thanog^- 
nes, caract^ris§ en ce que Ton expose pen- 
dant une seconde au plus un ^chantillon repr4- 
sentatif d'un milieu contenant les bact^ries 
productrices de methane k une irradiation de 
courte durSe par une lumi&re d*une longueur 
d'onde de 395 k 440 nm et Ton determine par 
cytomdtrie en flux la fluorescence ainsi provo- 
qu^e. 

2. Proc^dd selon la revendication 1. caract^ris^ 
en ce que i'on determine en m§me temps la 
quantity totale des micro-organismes presents 
par mesure de la luml§re diffus^e et/ou par 
coloration de TAON. 



Verwendung des Verfahrens nach einem der 
AnsprUche 1 Oder 2 zur Kontrolle und Beurtei- 
lung von naturlich auftretenden Faulungspro- 
zessen und dkosystemen. 



Claims 



Process for the quantification of methane gas 
bacteria, especially for the monitoring of the 
methane gas formation capacity of reactors 
with methanogenic bacteria, characterised in 
that one subjects a representative sample of a 
medium containing the methane gas bacteria 
for at most one second to a brief irradiation by 
light of the wavelength 395 to 440 nm and 
determines the fluorescence hereby excited by 
means of flow cytometry. 
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3. Utilisation du proc^dd selon Tune des revendi- 
cations 1 ou 2 pour le contrdle et la comman- 
de de r§acteurs k bact^ries m^thanog&nes. 

4. Utilisation du proc^d^ selon I'une des revendl- 
catlons 1 ou 2 pour la determination des bac- 
t^ries productrices de methane dans un ^chan- 
tillon prelevS dans les voies digestives anima- 
les ou humaines. 

5. Utilisation du proc^de selon I'une des revendi- 
cations 1 ou 2 pour le controle et revaluation 
des processus de putrefaction naturals et des 
ecosyst^mes. 



2. Process according to claim 1, characterised in 
that one simultaneously determines the total 
amount of micro-organisms present by scat- 
tered light measurement and/or staining of the 
DNA. 

3. Use of the process according to one of claims 
1 or 2 for the monitoring and control off reac- 
tors with methanogenic bacteria. 
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Fig. 3D 
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